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(54) Peptides inducteurs d'anticorps inhibant des retrovirus du type HIV etanticorps diriges contre ces peptides. 



(57) invention concerne des peptides contenant des se- 
quences d'acides amines issus de mycoplasmes, notam- 
ment de la proteine Mg Pa de I'adhesine de M. genitalium, 
et plus particulierement des polypeptides qui ont une ho- 
moloqie de sequence avec des proteines ou glycoproteines 
de HIV. 

Un peptide representatif est caracterise par la sequence 
Ces peptides - et les anticorps correspondants - sont ap- 
plicables a la prevention ou a I'inhibition des infections par 
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PEPTIDES INDUCTEURS D 1 ANTICORPS INHIBANT 
PES RETROVIRUS DU TYPE HIV 

ET ANTICORPS DIRIGES CONTRE CES PEPTIDES 
L ! invention concerne des peptides inhibant ou 
diminuant 1 f infectiosite de retrovirus du type HIV et des 
anticorps diriges contre ces peptides, Dans ce qui suit 
1' expression "peptides" recouvre tout aussi bien des 
peptides ou polypeptides , naturels ou synthetiques , des 
fragments de proteines ou des polypeptides portant ou non 
des groupements de substitutions caracteristiques de ceux 
que l'on retrouve chez certaines proteines de structure, 
par exemple des groupes de glycosilation. 

Font partie de 1 ' invention tous les peptides dont 
itiis i^t±quences d ' aiuinc~acides sent issues des proteines dc 
mycoplasmes ainsi que les sequences en amino-acides 
contenant lesdits peptides et qui sont susceptibles 
d'induire in vivo ou in vitro (pour les techniques de 
production in vitro d 1 anticorps on peut se referer aux 
travaux de PLUCKTHUN et al decrits dans Science 1988, 240 
p 103 8) la production d 1 anticorps protecteurs aptes a 
inhiber ou diminuer in vitro 1 ! infectiosite de HIV, 
notamment a reduire le developpement de 1 » infection par 
HIV de lymphocytes T4 par rapport au developpement de 
1 ! infection observe dans des cultures temoins, en 
l 1 absence de ces peptides, voire meme a l 1 inhiber 
totalement dans les conditions experimentales decrites 
plus loin. Cette reduction de l 1 infection est par exemple 
appreciee par la reduction correspondante des proportions 
dosees de transcriptase inverse ou de proteine p24/p25 
gag dans le cas d'HIV-l. 

La designation HIV correspond a 1 1 abreviation de 
1' expression anglaise "Human immuno-def iciency virus" 
(Virus d 1 Immuno-def icience Humaine ou "HIV") telle que 
definie dans Nature, 1988, Vo. 333, p. 504 (GALLO et al) . 
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Plusieurs auteurs ont montre que les peptides de 
Mycoplasma pneumoniae etaient reconnus par des anticorps 
de patients atteints de pneumonies (J. Clin Microbiology, 
1990, 28 (6), p. 1194-1197, Jacobs E. et al) mais les 
sequences decrites n'indiquent aucune capacite des 
anticorps diriges contre elles a inhiber 1 1 infection a 
5 HIV. 

Les peptides selon 1 1 invention sont caracterises par 
des sequences d ! acides amines correspondant a des 
sequences contenues dans des proteines de mycoplasmes ou 
derivees de celles-ci, tout en conservant leur capacite a 
10 induire la synthese d 1 anticorps inhibant in vitro 
1' infection, par HIV-1 ou HIV-2, de lymphocytes T ou 
d 1 autre types cellulairea periuissifs au SIIV. 

De maniere preferee les peptides presentent un 
pourcentage d'isologie (ou substitution conservative) 
d'au moins 60% avec des sequences d 1 acides amines des 
proteines issues de HIV. 

Des peptides preferes de l 1 invention contiennent de 
5 a 25 acides amines, notamment de 8 a 15 acides amines, 
qui presentent pref erentiellement le susdit pourcentage 
d f isologie avec des sequences d 1 acides amines issus d ! une 
proteine de HIV, notamment la proteine gag, les 
glycoproteines d ! enveloppe, ou encore de la proteine nef 
d ! un HIV (Tableau I) . 

Compte-tenu de la variability genetique des HIV, il 
apparait immediatement que les peptides preferes sont 
ceux qui presentent un pourcentage d'isologie d'au moins 
60%, voire de 7 0%, avec des regions conservees des 
glycoproteines ou proteines de HIV, notamment HIV-1 et 
HIV-2. Par l 1 expression "region conserves" de 
glycoproteines ou proteines ou peptides de HIV, on entend 
toutes sequences peptidiques d'au moins 10 acides amines 
qui se correspondent mutuellement dans des variants de 
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HIV et presentant un pourcentage d'homologie d'au moins 
3 01 avec les proteines de mycoplasmes, conf ormement a la 
definition qui sera donnee de cette expression dans ce 
qui suit. 

Parmi les peptides preferes de l 1 invention on citera 
ceux qui contiennent des sequences d'acides amines 
correspondant a des proteines de structure de mycoplasme 
et, de maniere pref erentielle, les sequences qui 
contiennent des sites actifs d'adhesines de mycoplasme, 
en particulier de M. pneumoniae, de M. genitalium (souche 
de reference G37) ou de M. pirum, etc. Font egalement 
partie des peptides selon 1' invention les peptides 
correspondant a des proteines de structure de mycoplasme 

, -i _ _ -! a -; ^/^f- ^^Hno-inoc of- rnii nrpQpnfpnt* 1 ps 

LtJlieb que j_ c;o pu. ^ ^^.x A ^^-^**v^w — ~ ^ xr 

pourcentages d'isologie sus-indiques avec les sequences 
gp 160 env, gp 120 env, gp 41 env, p 27 nef et p 55 gag 
15 de HIV-1 ou gp 300 env, gp 140 env, p 31 nef, p 55 ou 
gp 3 6 env de HIV-2 . On designe sous l 1 expression 
"adhesine" un composant cellulaire du parasite, 
responsable de l 1 adhesion de celui-ci a des supports 
inertes ou a des cellules. 
20 on parle, dans cette demande de brevet, d'homologie 

ou d f isologie de sequence entre une sequence d'acides 
amines issue d'une proteine de HIV et une sequence issue 
d'une proteine de mycoplasme lorsque, les representations 
symboliques en lignes de sequences d'acides amines issues 
25 de deux proteines ayant ete placees l'une au dessous de 
1 'autre, on voit apparaitre - au besoin au prix d'un 
decalage de certaines sous-sequences au sein de l'une de 
ces sequences les unes vis a vis des autres, de fa<?on a 
permettre des espacements entre ces sous-sequences qui, 
respect iveraent, n'excedent pas la longueur (representee 
par un "tiret" : " - " de 1 1 emplacement correspondant a 
un acide amine unique 
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- soit, dans le cas des homologies, une identite entre 
deux acides amines places au droit l'un de l 1 autre 
(ou l'un au-dessus de 1 ! autre) 

- soit dans le cas des isologies, une appartenance a 
la meme famille, des deux acides amines au droit 
l'un de I 1 autre dans les deux sequences ou sous- 
sequences respectives, cette famille etant choisie 
parini I'une des sept families suivantes (families 
isologiques) : 

(1) R K 

(2) A G W 

(3) L F P M V I 

(4) H 

(5) S T Q N C 

(6) E D 

(7) Y. 

Par exemple il y aura isologie lorsqu'au droit d'un 
acide amine A dans la representation symbolique de la 
premiere sequence (ou sous-sequence de cette premiere 
sequence) se trouve un acide amine G ou W (famille (2) 
ci-dessus) dans la representation symbolique de la 
seconde sequence. 

Deux peptides respectivement issus d'une proteine de 
mycoplasme et d'une proteine de HIV sont dits presenter 
une "isologie" ou "homologie" de 30%, lorsque 30% de 
leurs acides amines respectifs se trouvent dans la 
relation sus-definie d 1 isologie ou d f homologie. 

D'autres peptides preferes seront encore indiques 
dans la description d'exemples preferes qui suit. 

Les peptides preferes sont d'une part ceux qui, 
issus d'une proteine de structure de mycoplasme ou 
derives de celles-ci, induisent la synthese d'anticorps 
inhibant 1 ' infection a HIV et d r autre part ceux dont la 
sequence comporte une homologie d'au moins 3 0%, de 
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preference meme une homologie d'au moins 70% avec des 
sequences correspondantes issues de proteines de HIV. II 
peut encore etre note que la longueur preferee de la 
sequence - au sein de celles qui repondent a la condition 
sus-indiquee d'induire des anticorps protecteurs contre 
un HIV - peut egalement etre dictee par le pourcentage 
d ! isologie et, le cas echeant, encore davantage par le 
pourcentage d 1 homologie . 

Comme cela est rapporte plus loin, I 1 invention 
concerne plus particulierement des sequences peptidiques 
courtes (comprises entre 5 et 25 acides amines) de 
proteines de mycoplasmes qui presentent des pourcentages 
d 1 homologie superieurs a 70%. Naturellement les peptides 
constitues par les sequences contermeb dans les proteines 
correspondantes des HIV font egalement partie de 
1 ! invention et, a ce titre, doivent etre consideres comme 
couverts par les revendications. 

L ! invention decoule de deux hypotheses qui ont ete 
faites l'une visant a perturber le contact entre cellules 
et mycoplasmes susceptibles d'agir en cofacteur du HIV 
lors d'une infection par ce virus d'une cellule et la 
seconde hypothese etant basee sur 1 1 interaction des 
mycoplasmes avec HIV-1 chez un sujet infecte qui pourrait 
mettre en jeu des sequences peptidiques de ces deux 
microorganismes presentant un certain degre d'isologie, 
sinon d f horaologie. En effet, les infections a mycoplasmes 
sont tres frequentes. Plusieurs articles du groupe de LO 
ont indique la presence de mycoplasmes en localisation 
intracellulaire dans des tissus isoles de patients 
infectes par HIV-1 (1) (2) (3), en l'absence de toute 
correlation dans ces articles entre 1' infection a HIV et 
la presence de mycoplasma fermentans a localisation 
intracellulaire. L 1 effet cytopathogene du virus peut etre 
reduit in vitro par des antibiotiques actifs sur les 
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mycoplasmes, d'ou l'hypothese d'une interaction voire 
d'une cooperation entre HIV et une population de 
mycoplasmes lors de 1' infection in vitro de cultures 
lymphocytes T et d'autres cellules permissives au HIV 
(4), bien que 1 ' utilisation de tels antibiotiques ne 
conduise pas a une eradication totale des mycoplasmes 
infectant des lymphocytes T. 

La presente invention a conduit a la determination 
de la structure de peptides issus de proteines de 
mycoplasmes susceptibles d'induire la synthese 
d'anticorps inhibant une infection a HIV dans une culture 
de lymphocytes T ou d'autres cellules permissives a HIV. 
L'une des categories de peptides selon 1' invention est 
definie comme regroupant les peptides presenrant outre 
leur capacite a induire la synthese d'anticorps inhibant 
ou diminuant une infection a HIV, la capacite d' avoir une 
15 homologie ou une isologie avec des proteines de HIV. Pour 
cela une recherche d« homologie a ete faite entre les 
sequences des sites actifs des adhesines de deux 
mycoplasmes (M. pneumoniae et M. genitalium) et les 
sequences d'acides amines codees par les genes env, nef 
et gag d'HIV-l et HIV-2 . 
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TABLEAU I 



25 



Gene 
LTR 


Proteines codecs (,Kd) 


Foncuons el caractensuques I 

Sequences lerminales repe"iees 
(long terminal repeats) r^cessaires 
a l Lniegrauon uu gcnujuc 
dans le genome cellulaire el lors de 
la transcription inverse j 


TAR 




Sequence nucleaire cible lors de la 
transacuvation par i'ARNm de tat 


GAG 


Proteines internes ("core antigens 
ou group specniL <uiugcu ) 
P18 

P25 p 55 
P 13 


Precurseur myristild de 55 Kd qui 
est clive en 3 proteines 


POL 


polymerase 


Polyproteine de 1 10 Kd dont le 
clivage conduit a 3 proteines : 

- protease P10 - - j 

- trancriptase inverse P64 j 

- endonuciease/intdgrase P34 j 


VIF (ou SOR ou gene A ou ORF Q) 


P23 


facieur viral d'infectiowtd 


VPR (ou ORF R) 


P15 


KeglOU COuaJJlv bUUWi W'U^/ »u ^ i 

TAT j 


TAT 


P 15 


Protdine regulatrice 1 
(transacuvauon uc iuuiw »w j 
prolines de vims) 


REV (ou TRS ou ART) 


P20 


Proieinc regulairice de Texpression 
des proteines virales j 


VPU 


P16 


Protege ayant un role dans la ■ J 
maturation des particules virales 1 


ENV 


GP 120 
GP41 


1 . 1 
Proteine de i'enveloppe virale 

exteme 

Protdi\e transmembranaire 


) 

NEF [ou 3'ORF ou negative factor] 


P27 


Proline myristild de rdgulation 
negative de ['expression de 
prolines virales 
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L' etude a porte plus particulierement sur les 
prcteines de structure et en particulier les proteines 
adhesines de Mycoplasma genitaliuia et de Mycoplasma 
pneumoniae . 

La sequence nucleotidique du gene de la proteine PI 
d ' attachement a 1 ' epithelium cilie respiratoire, de 

5 

M . pneumoniae a ete decrite par Inamine et al (6) et un 
site essentiel pour 1 ! adhesion par Dallo, S.F. et al. 
(5) . 

La sequence du gene codant pour l'adhesine de M. 
genitalium a ete decrite par Dallo et al (12) et il a ete 

10 

niontre par Mornson-Plummer et al (7) que l'adhesine de 
M. genitalium partageait des determinants immunologiques 
conmuns avec M. pneumoniae pour la fixation sur la 
cellule. Cette adhesine est denommee "MgPa" pour 
M . genitalium. 

15 

Le tableau II presente l'homologie des sequences des 
adhesines au niveau des regions impliquees dans la 
cy toadherence . 

Tableau II : 
Sequence des sites de fixation 

20 

de deux proteines adhesines 

M . genitalium (peptide A): GVVSTPLVNLING 

***** * * 

M. pneumoniae (peptide B): GIVRTPLAELLDG 

25 

Les asteriques * symbolisent l'homologie existant 
entre les deux sequences alignees. 

L'outil informatique mis en oeuvre etait un 
ordinateur DATA GENERAL MV/8000. 

30 

Les sequences des adhesines de M. pneumoniae et de 
M. genitalium non accessibles directement sur banques de 
donnees ont ete entrees manuellement . 
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Pour avoir acces aux sequences de proteines 
retrovirales on peut egalement se referer a la source 
connue sous la designation "Compilation and Analysis of 
nucleic acid and aminoacid sequences of human 
retroviruses and AIDS" (Compilation et analyse de 
sequences d' acides nucleiques et d 1 aminoacides de 
retrovirus humains et SIDA) , 1988-1989, editee par Gerald 
Myers et al, Los Alamos, USA, "National Laboratory" 
(Laboratoire National). 

Criteres de tri des donnees et alignement des 

sequences 

L'algorithme de Lipman et Pearson a ete utilise 

(9, 10) 

a) Pour les recherches d' homologies strictes on a pris 
comme critere de tri: 

- la presence de deux acides amines consecutifs 
homologues ("K-tuple size" 2 ou taille minimum des 
sequences homologues a partir desquelles 
l'ordinateur commence sa recherche de sequences plus 
longues ayant un pourcentage d'homologie minimum 
choisi par 1 1 operateur) , 

- une "lecture" de 20 en 20 acides amines (taille de 
la fenetre ou "windom size") , 

- une penal ite d ! espacement maximum entre sous- 
sequences ("gap penalty") de un. 

b) Pour les alignements par isologie, le "K-tuple size" 



25 



est de 3. 
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TABLEAU III 
Representation symbolique des acides amines 

Alanine Ala A 

Arginine Arg 3 

Ascaragine Asn N 

Aspartate Aso D 

Asn + Asp Asx 3 

Cysteine Cys C 

Glutamine Gin ^ 

Gutamaie Glu E 

Gin + Glu Gix I 

Glycine Sly G 

Histidine His H 

Isoleucine tie 1 

Leucine Leu L 

Lysine Lys K 

Methionine Met M 

Phenylalanine Phe P 

Proline Pro P 

Serine Ser S 

Threonine Thr i 

Tryptophane Trp W 

Tyrosine Tyr Y 

Vrsiirp Va! V 
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Recherches d 1 homologies entre le3 adhesines de 
M. pneumoniae et de M. qenitalium et les proteines 
d| envelope de HIV-1 (BRU) et P55 gag HIV-1 (BRU) et P27 
nef HIV-1 (BRU) (resultats) 

A titre de reference, nous avons commence par 
effectuer un alignement direct entre la sequence de 

> l'adhesine de M. pneumoniae (1624 acides amines) et celle 
de M. genitalium (1444 acides amines). Ce resultat a 
montre 723 acides amines communs, soit 45% d'homologie. 
Dans l ! approche par isologies entre M. pneumoniae et 
M. genitalium, le pourcentage est de 59% (957 acides 

} amines/1624) . ) 

A) Homologies gp 160 env (HIV-1 BRU) et adhesine PI de 
M. pneumoniae 

1) L 1 alignement de la sequence de PI sur la sequence 
de la proteine de l'enveloppe montre 178 

D homologies ("matches" ou "coincidences"). Ceci 

n'est pas significatif en raison de la large 
dispersion de ces homologies sur la sequence de 
ces 2 proteines. D»un point de vue "isologie", les 
resultats sont assez differents car le nombre de 

0 coincidences est de 328 mais surtout certaines 

sequences presentent des coincidences groupes et 
la dispersion est moins grande. En particulier 
piusieurs groupes de 8 a 10 coincidences sont 
observes tels que : 

5 M. pneumoniae : S G Q N T S T 

* ***** 

Glycoproteine d'enveloppe HIV-1 : NATNTNSS 

ou : 

M. pneumoniae : TTTPVFGTSSGN 
0 ********** 
Glycoproteine d'en- CTTAVPWNASWS 
veloppe de HIV-1 : 
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2) Alignement du site actif de fixation de PI 
M. pneumoniae avec la sequence correspondante de 
la proteine d ! enveloppe de HIV-1 ; aucun 
resultat significatif n'a ete obtenu en 
homologie, du moins en ce qui concerne les 
sequences en acides amines testees. En revanche, 
avec un alignement par substitution conservative 
ou isologique, on obtient : 
env HIV-1 : KVQKEY-AFFYKLDIIPIDND 

*** * *** * *** * 

pi (M. pneumoniae) : KMNDDVDGIVRTPLAELLDGE 

** * *** *** ** * 

Mg Pa (M.genitalium) : KMDGKLTGWSTPLVNLINGQ 

** *** * * * * 

env HIV-1 : KVQKEY-AFFYKLDIIPIDND 

Les alignements montrent 9/21 acides amines 
isologues entre HIV-1 et M. genitalium, 13/21 entre les 2 
sequences des adhesines des mycoplasmes mentionnes ci- 
dessus . 

Autre isologie retenue : 
env HIV-1 : WFNITNWLWYIKIFIMIVGGLV 

** *** *** * 

site Pg Pa M.genitalium : GV-VST PLVNLIN 

Le site actif de fixation presume de M.genitalium a 
9 isologies communes avec une region de la partie 
transmembranaire de la proteine d'enveloppe du HIV1 (BRU) 

B) Homologies entre p27 nef de HIV-1 (BRU) et PI de 

M. pneumoniae 

Aucun resultat significatif par la methode de tri 
utilisee n f a ete obtenu pour les recherches d f homologies 
strictes et les isologies a partir des chaines 
d ! aminoacides plus particulierement etudiees 
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C) Homologies entre p55 gag de HIV-1 (BRU) et PI de 
M . pneumoniae 

Pas de resultat significatif avec la methode de tri 
ulilisee. 

D) Homologies entre la gp!60 de l'enveloppe de HIV-1 
(BRU) et Mg Pa de M. genital ium 

On observe 165 coincidences disperses sur toute la 
longueur. On remarque des sequences de 8 acides amines, 
dont 6 acides amines sont identiques, soit une homologie 
de 75%. 

M.genitalium : LIVTVPIV 

* * * * * * 

gp 160 env HIV-1 : LIVTR-IV 

Les figures 2 a 9 regroupent les autres isologies et 
homologies obtenues pour HIV-1 et HIV-2. 

E) Homologies entre la p27 nef de HIV-1 et Mg Pa de 
M. genitalium 

Une remarquable homologie de 90% existe pour une 
region de 9 acides amines consecutifs conserves. 
M.genitalium : SKSSVTGWP 

***** *** 

p 27 nef : SKSSVVGWP 

F) Homologies entre la p55 gag de HIV-1 (BRU) et Mg Pa de 
M.genitalium 

Aucune region d f homologie significative n ! a pu etre 
mise en evidence parmi les sequences etudiees. 

L f invention concerne done plus particulierement les 
peptides ayant des sequences identiques a celles qui sont 
indiquees ci-dessus, qu'elles soient issues de HIV ou des 
mycoplasmes sus-indiques. Elle concerne de raeme les 
peptides (plus longs ou plus courts) dont les sequences 
sont contenues dans celles des sequences les plus longues 
des susdits peptides, des lors qu'ils correspondent aux 
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susdites sequences mycoplasmiques, notamment celles 
issues de M. genitalium. 

De meme font encore partie de 1 1 invention des 
peptides neme encore plus courts, par exemple 
SKSSVTGWP des lors qu'il sont eux-memes aptes 

- soit (le cas echeant apres leur couplage avec une 
nolecule porteuse) a induire la production in vivo 
d'anticorps aptes a neutraliser la multiplication de 
retrovirus dans les cultures, 

soit a interferer eux-memes avec cette 
multiplication. 

L 1 invention concerne encore les peptides qui se 
distinguent des precedents, par application des regies 
d ! isologie dont il a ete question plus haut, par exemple 
des peptides dans lesquels ceux des acides amines 
presents qui appartiennent a des families isologiques 
telles que definies plus haut peuvent etre interchanges 
avec d ! autres acides amines appartenant respectivement 
aux memes families isologiques. 

II resulte de ce qui precede - dans les limites des 
investigations qui ont ete conduites a ce jour - que 
M. genitalium est une source preferee de sequences 
peptidiques utilisables pour les applications preferees 
de 1 T invention, notamment 1' inhibition de la propagation 
de HIV dans les milieux biologiques qu'il sont 
susceptibles d'infecter. 

Les peptides issus de proteines de mycoplasmes ou 
d'une autre source, des lors qu'ils contiennent des 
sequences identiques ou semblables sont ceux qui 
induisent la synthese d'anticorps inhibant in vitro 
1' infection a HIV quel que soit le degre d'homologie ou 
d'isologie a l'egard d ! HIV, 

L r invention concerne aussi les anticorps, 
polyclonaux ou monoclonaux, specif iquement diriges contre 
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les susdits peptides. Des anticorps preferes sont ceux 
qui reconnaissent specif iquement les sequences des 
regions d* adhesion des proteines adhesines de mycoplasme 
et en particulier pi de M. pneumoniae, de M. genitalium, ou 
de M.pirum. 

Des anticorps formes contre de tels peptides, 
notamment contre le peptide A ont inhibe a 90% 
1' infection, par la souche prototype HIV-1 (BRU) , d'une 
culture de cellules mono-nucleees de sang peripherique en 
majorite des lymphocytes T actives par la 
phytohemagglutinine (PHA) . En presence de ces anticorps 
aucune formation de syncitia n'est observee. Des 
resultats identiques ont ete obtenus avec HIV-2 (ROD) . Ceci 
est un resuirar inreressant pour id comprehension de la 
pathogenese de 1' infection a HIV dans la mesure ou la 
prevention de cette infection n 1 impliquerait pas 
seuleraent le HIV-1 et HIV-2 mais egalement un eventuel 
co-facteur ou un agent opportuniste tel qu ! un mycoplasme 
specif ique qui " f aciliterait" le cas echeant 1 ! infection 
par les HIV. 

De telles preparations d 1 anticorps, dirigees contre 
une sequence peptidique correspondant probablement au 
site d' interaction de Mycoplasma genitalium ou d'un autre 
mycoplasme, par exemple M.pirum, avec les cellules 
eucaryotes, inhibent l 1 infection de lymphocytes T actives 
ou des cellules de la lignee CEM par la souche protype du 

HIV-1, BRU (11) . 

La sequence complete de I'adhesine Mg Pa de 
M. genitalium est indiquee sur la ligne superieure 
figurant aux figures 2 a 9. 

Ces resultats sont le mieux expliques par l'effet 
neutralisant de l 1 anticorps ainsi obtenu sur la fixation 
cellulaire d ! un mycoplasme accompagnant cette souche 
virale. Cela signifierait que ce mycoplasme jouerait un 
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role-cle dans le declenchement de la replication du 

virus . 

17 Choix d'une sequence immunisante preferee 

Peu de sequences proteiques de mycoplasmes ont ete 
determinees a partir des genes clones et celles qui sont 
connues revelent une grande variability d'une espece a 
1 ' autre . 

Cependant pour au moins deux especes parasites de 
l'homme, M. pneumoniae et M. genitalium, des proteines 
d l adhesion (adhesine) de masse moleculaire elevee ont ete 
caracterisees (12) et leurs sequences publiees (6) (15). 

La comparaison de ces sequences en acides amines 
revele une certaine homologie (50%) , notamment au niveau 
de la sequence supposee etre impliquee airecremenr dans 
la fixation de M. pneumoniae a des eucaryotes (12) . 

Cette sequence est la suivante (peptide B) pour 
M. pneumoniae: 

GIVRTPLAELLDGE 

Nous avons, apres alignement, retrouve une sequence 
homologue (50%) sur la sequence publiee de M.genitalium 
(peptide A) : 

GIVRTPLAELLDGE 
***** * * 

GVVSTPLVNLINGQ 

Deux variantes du peptide A consistent en ce 
qu'elles comportent les sequences suivantes : 
GVVSTPLVNLING 

GVVSTPLVNLIN 

Un epitope particulier consiste en la sequence : 



T P L 
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Ce peptide fait lui-meme partie de 1' invention. 

La conservation relative susdite suggere que les 
deux mycoplasmes, et peut-etre d'autres especes, 
utilisent cette sequence pour reconnaitre une structure 
commune a la surface des cellules eucaryotes qu'ils 
parasitent . 

Nous avons choisi pref erentiellement la sequence de 
M. genital ium pour induire des anticorps specif iques de 
cette sequence, du fait que ce mycoplasme est present sur 
les muqueuses respiratoires , rectales et genitales (16), 
et que nous 1 1 avons mis en evidence sur les globules 
rouges et les lymphocytes d ! un malade atteint de SIDA. 
D'autres mycoplasmes ont ete isoles du tractus intestinal 
chez l'homme. 

II a aussi ete montre chez les patients 
inmunodeprimes, qu'un mycoplasme, M.hominis, pouvait etre 
isole a partir d'organes, tissus et fluides differents. 
On se reportera par exemple a l 1 article de D. Mac Mahon 
et al. "Extragenital M.hominis infections in adults" 
publie en 1990, Vol. 89, p. 275 a 281 dans Am. Journal of 
Medicine. 

Les proteines et peptides issus de ces differentes 
souches et qui repondent aux conditions qui ont ete 
definies plus haut, entrent dans la definition des 
peptides selon l 1 invention. On peut en particulier se 
referer a 1" article de GIEBEL J . , BINDER A. et al 
"Isolation of Mycoplasmas from the intestine of rat, 
swine and man" (Zentralblatte fur Bacteriologie, 199 0, 
supplement N° 20, p. ) . 
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A titre de controle, la sequence correspondant aux 
2 5 acides amines de 1 1 extremite C terminale de la meme 
proteine a ete synthetisee (peptide C) : 

A PKKLKQATPTKPTPKTPPKPPVKQ 

2 V Synthese du peptide 

La methode developpee par Merrifield (17) de 
synthese en phase solide a ete utilisee. L 1 assemblage des 
peptides a ete mis en oeuvre de facon automatique sur un 
synthetiseur APPLIED BIOSYSTEMS modele 430A. 

Une partie (10 mg) a ete couplee a une proteine 
porteuse, la "Keyhole limpet hemocyanin" (KLH, 10 mg) par 
la methode a la glutaraldehyde (18). L'efficacite de 
couplage etait de 50 a 75%, d'apres la determination de 
la partie non couplee du peptide encore present apres 
passage sur une colonne de Sephadex G 25. 

On peut egalement avoir recours (pour la production 
des peptides) a des techniques de recombinaison 
genet ique, mettant par exemple en oeuvre des plasmides 
appropries transfectant des hotes cellulaires tels que 
bacteries, le^/ures, cellules eucaryotes, etc... et 
contenant des sequences nucleotidiques codant pour les 
peptides selon l 1 l 1 invention, y inclus tout ou partie 
des sequences de proteine de mycoplasme les contenant ou 
d'autres sequences proteiques, des lors que les produits 
d' expression correspondants induisent la production 
d'anticorps conservent conservent leur proprietes 
d 1 inhibition a l'egard d'une infection a HIV. 

Comme on le verra plus loin, 1' invention concerne 
egalement des associations ou combinaisons des peptides 
de 1 ! invention ou d f autres peptides, notamment des 
peptides presentant une activite immunogene en ce qu'il 
induisent in vivo la production d'anticorps aptes a 
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neutraliser des infections par HIV, notamment HIV-1 et 
HIV- 2. 

L' invention concerne plus particulierement des 
peptidess recombinants ou hybrides contenant des 
sequences correspondant a l ! un et a 1" autre des peptides 
sus-indiques. Ces peptides recombinants ou hybrides sont 
notamment accessibles par la technique de recombinaison 
genetique dont le principe a ete rappele plus haut, en 
mettant en oeuvre les plasmides appropries contenant 
alors les sequences nucleotidiques qui cedent pour ces 
peptides recombinants ou hybrides. 

A titre d'exemple, un recombinant prefere est 
constitue par une sequence nucleotidique codant pour la 
region V 3 de la gp 120 en particulier le peptide dont les 
acides amines portent les numeros 307 a 331, du HIV-1 
(Rusche J. et al., PNAS, 1988, 85, p. 3198-3202) associee 
a la sequence de la proteine adhesine de M.genitalium ou 
de M.pirum et de preference la sequence nucleotidique 
correspondant a la sequence du peptide A. Un tel hybride 
exprime dans un hote cellulaire permet l'obtention d'une 
proteine ou d'un peptide hybride qui peut constituer l'un 
des composants d'une composition immunogene induisant des 
anticorps qui inhibent une infection a HIV in vitro . 
3 ° / preparation et caracterisation des anticorps : 

Des lapins de Nouvelle Zelande ont ete immunises 
comme suit : 200 /ig du peptide couple a la KLH melange 
avec un volume egal d' adjuvant complet de Freund sont 
injectes par voie intradermique au jour 0. Ce protocole a 
ete ensuite repete par voie sous-cutanee en presence 
d 1 adjuvant incomplet de Freund aux jours 30, 60 et 90- 

Les animaux sont saignes pour obtenir le serum une 
semaine apres chaque injection. Du serum des memes 
animaux a ete conserve avant le debut de 1 1 immunisation, 
a titre de temoins des effets biologiques des serums. 
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Dans le cas ou le peptide A est utilise comme agent 
inmunogene couple a la KLH, les anticorps ainsi obtenus 
reconnaissent specif iquement le peptide immunisant et 
aussi, en utilisant la technique du Western-Blot, une 
proteine de 140 KDa dans un extrait solubilise de 
M.genitalium (G37) par une solution aqueuse de 1% 
(poids/volume) de sodium dodecyl sulfate. La solution 
utilisee est M.genitalium G37 (ATCC N° 33530) . 

La proteine de 140KDa correspond a l'adhesine qui a 
ete decrite dans la litterature et est reconnue par 
l'antiserum jusqu'a une dilution d'au moins 1/100.000 de 
ce dernier (Figure 10) . 

A une dilution plus faible (1/2000), l'anticorps 
anti-peptide A reconnait egalement une proteine de 
13 0 KDa contenue dans un extrait lyse de Mycoplasma pirum 
(souche Ber) (deposee a la C.N. CM. le 3 mai 1990 sous le 
numero 1-950 et a la N.C.I.N.B sous le N° 40283 le 17 
mars 1990), un mycoplasme que I'on trouve egalement 
frequemment chez les raalades atteints du SIDA, et qui 
pourrait done egalement contaminer les souches de HIV. 

Les mesures de poids moleculaires des proteines 
susdites (obtenues a partir de lysats de mycoplasmes 
concerves dans du SDS) (dodecyl sulfate de sodium) a 1% 
ont ete mesurees par comparaison de leurs distances de 
migration respectives avec celles de six proteines de 
reference, dans un gel d f electrophorese f ayant des poids 
moleculaires indiquees ci-apres (coffret d 1 analyse ou 
"kit" produit par Bio-Rad) : 

Lysozyme 14.400 
Inhibiteur de trypsine de soja 21.500 
Anhydrase carbonique 31,000 
Olvabumine 45.000 
Serum albumine bovine 66.200 
Phosphorylase B 92.500 
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Ces mesures sont faites avec une precision de + ou - 
10%. La proteine de 130 KDa peut etre utilisee pour 
reactif constituant l'un des elements d'un coffret pour 
un test ELISA ou un test RIA ou encore comme reactif 
apres raarquage par un marqueur fluorescent par exemple. 
La proteine P13 0 KDa de M. pieum peut etre egalement 
utilisee comme agent immunogene pour induire la synthese 
d T anticorps actifs contre une infection a mycoplasme. 

Des reactions antigeniques plus faibles sont 
observees dans les memes conditions avec le meme 
anticorps anti peptide A, avec des proteines de masse 
moleculaire inferieures a 65 KDa, en particulier avec 
trois proteines de masse moleculaire de 64 KDa, 45 et 
42 KDa de M. pirum. 

On trouve egalement frequemment, chez les malades 
atteints du SIDA, la susdite proteine de 130 KDa, issue 
de M. pirum, ou des proteines ayant des proprietes 
antigeniques semblables et qui pourrait done egalement 
contaminer les souches de HIV isolees des malades. 

Les methodes utilisees pour la preparation des 
peptides selectionnes ou des anticorps correspondants 
peuvent naturellement etre transposees a la fabrication 
d'autres peptides ou anticorps entrant dans le champs de 
la presente invention. Pour les anticorps monoclonaux, on 
utilise la methode decrite par Kohler et Milstein 
(NATURE , 1975, 256, pages 495-497). 
4° / Effet des anticorps sur 1' infection par HIV : 

Des lymphocytes de donneurs HIV negatifs sont 
actives par la phytohemaglutinine pendant trois jours et 
cultives en presence de proteine d' interleukine 2 en 
milieu RPMI 1640 avec 10% de serum de veau fetal, 100 
U/ml de penicilline et 50 U/ml de streptomycine. lis sont 
infectes par la souche prototype HIV-1 LAV BRU a raison de 
10 A cpm d'activite transcriptase inverse par 10 6 
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cellules. La souche HIV-1 BRU est un echantillon de la 
souche CNCM 1-232. 

D'autres flacons de la meme culture sont infectes 
avec la meme suspension virale, prealablement incubee une 
heure a 37 'C avec differentes concentrations d f antiserums 
dilues au l/50eme ou au l/200eme de lapins immunises 
centre les peptides de I'adhesine selon le procede decrit 
supra . 

lis ont ete injectes a des lapins apres couplage 
avec la KLH et adjonction d 1 adjuvant complet de Freund. 
Les anticorps obtenus ont ete testes selon la technique 
decrite par Szmelcman et al (8) pour evaluer leurs 
effets, apres mise en contact avec les lymphocytes T en 
culture puis infectes par la souche prototype HIV-1 
(BRU) . Le dosage de la transcriptase inverse et le dosage 
de la production de p25 ont ete effectues pour determiner 
la production du virus. 

La production de HIV par les cultures est suivie par 
l'activite transcriptase inverse et celle de l'antigene 
p25 est mesuree par ELISA (Diagnostic Pasteur) dans les 
surnageants de culture. Cette production est aussi 
appreciee par l'effet cytopathogene (formation de 
syncitias et lyse des cellules isolees) induit par le 
virus . 

On constate que la production de p25, et par 
consequent de virus est inhibee a plus de 90% par une 
dilution au 1/50™ de 1 ! antiserum contre le peptide A. 
Une moindre inhibition, mais encore notable, est obtenue 
au 1/200* 7 *. Les variations des taux d f inhibitions de la 
quantite de p25 produite (p25) en ng sur l'axe des 
ordonnees, en fonction du temps (en jours (J) sur l'axe 
des abscisses) sont illustrees par les courbes de la 
figure 1. Les mesures ont ete faites en presence 
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d'anticorps contre le peptide A (aux dilutions de 1/50^* 
et 1/200 L ™) et du peptide C. 

Les serums de lapins preleves avant immunisation 
n'ont pas d'effet, pas plus que les serums des lapins 
immunises contre le peptide C de la partie C-terminale de 
1 ' adhesine. 

La specif icite de l 1 inhibition est montree par le 
fait qu'elle est reduite par la preincubation du serum 
anti-peptide A avec le peptide A en exces, l 1 inhibition 
residuelle etant liee au peptide lui-meme (voir plus 
loin) . 

L 1 inhibition par l 1 antiserum anti-paptide A est 
observee quand il est ajoute au moment de I 1 infection des 
lymphocytes T normaux par la preparation virale. Par 
"preparation virale 11 on entend un surnageant brut de 
culture de cellules lymphocytaires infectees par le virus 
HIV, ce surnageant pouvant contenir des mycoplasmes. Mais 
1 ! inhibition peut aussi etre observee quand la 
preparation virale est preincubee pendant 1 heure a 37 °C 
avec l 1 antiserum anti-peptide A r puis est ajoutee aux 
cellules pour 1' infection, Dans ce cas, il n'est pas 
necessaire, pendant la duree de 1 1 experience, de raj outer 
par la suite de l 1 antiserum au milieu de culture, pour 
obtenir l ! effet d 1 inhibition maximum. 

Des resultats similaires ont ete obtenus avec la 
lignee cellulaire CEM clone 13, permissive a la souche 
HIV-1 BRU. Ces cellules sont prealablement propagees 
pendant trois semaines en presence d 1 antibiotiques ayant 
un large spectre d 1 action sur les mycoplasmes (MRA) avant 
d'etre infectees par le virus, de fagon a reduire la 
contamination endogene de cette lignee par des 
mycoplasmes. 

On observe avec la lignee CEM infectee par une 
preparation virale d'HIV-l (BRU) ou HIV-2 (ROD) traitee a 



2668488 



24 

1' antiserum anti-peptide A un retard dans la courbe de 
production du virus, mais pas une suppression totale de 
cette production, ainsi qu'un retard dans l 1 effet 
cytopathogene du virus, Cet effet cytopathogene se 
caracterise par la formation de grappes cellulaires, puis 
de syncitia ? on peut penser qu'il se produit 
secondairement une propagation de I 1 infection par 
contacts intercellulaires , ce mode d 1 infection n'etant 
plus sensible a I 1 antiserum anti-peptide A. 

Une inhibition similaire par I 1 antiserum a ete 
observee sur la souche HIV-2 ROD propagee sur les 
cellules CEM (figure 1 bis) . 
5 V Effet du peptide A lui-meme : 

si 1* antiserum contre ie peptide de A (ou peptide 
modele du site de fixation du mycoplasme (Mycoplasma 
Binding Site Peptide)) inhibe la fixation aux cellules du 
mycoplasme contaminant le virus dans la preparation 
virale, il s'ensuit qu'on pourrait egalement neutraliser 
cette fixation par le peptide lui-meme present au moment 
ou la preparation virus-mycoplasme est ajoutee aux 
cellules. Cette hypothese a ete verifiee et on observe 
une inhibition de 1 ' inf ectiosite du virus par le peptide 
a des concentrations relativement elevees (de l'ordre de 
500 iiq/xal) . 

En conclusion, nos resultats confirment qu'un 
mycoplasme de type M.genitalium ou M.pirum relativement 
proches de ces derniers, est implique dans une phase 
precoce de 1 1 inf ection HIV-1 BRU (fixation, penetration ou 
debut de 1' expression genomique dans les cellules T) . 

On peut done envisager 1 1 application de la presente 
invention a la preparation de compositions immunogenes, 
de vaccins ou de medicaments directement actifs, a la 
mise au point de nouvelles therapeutiques , et a des 
methodes diagnostiques : 
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Vaccination par le peptide A ou d'autres peptides 
efficaces conformes a l 1 invention, de sujets HIV- 
seronegatifs ou HIV seropositifs asymptomiques par 
le peptide A ou des peptides contenant la meme 
sequence ou contenant des sequences permettant 
1' induction in vivo d'anticorps specif iques ayant des 
proprietes identiques ou semblables contre 1' infection 
a HIV, le cas echeant en presence d ! un adjuvant 
approprie a l'homme, tel l'hydroxyde d 1 aluminium. 
Cette vaccination serait protectrice contre 
1' infection par HIV chez les sujets HIV-seronegatif s 
et protectrice de l 1 evolution vers le SIDA chez les 
sujets seropositifs asymptomatiques . 

compositions vaccinantes sont eux-memes greffes sur 
des proteines ou polypeptides, porteurs aptes a 
renforcer 1 1 immunogenic it e recherchee desdits 
peptides. 

L f invention s'etend egalement a 1 'utilisation, en 
vaccination, des peptides selon l 1 invention, en 
association ou en combinaison avec un vaccin HIV 
distinct pour augmenter le pouvoir protecteur de ce 
dernier. 

L' invention concerne done egalement des compositions 
immunogenes, plus particulierement vaccinantes, a base 
de l f un au moins des peptides selon l 1 invention, soit 
pris seul, soit en combinaison avec des peptides 
immunogenes, plus particulierement vaccinants, issus 
de HIV, ou avec des peptides qui leur sont apparentes 
(voir demandes de brevet europeen rendues publiques au 
nom de 1 1 Institut Pasteur, le cas echeant avec 
d'autres co-deposants, par exemple les demandes 
europeennes publiees sous les N" EP 201540 
(N° de depot 85.905513.9), et N 9 EP 283327 
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(N° de depot 88.400084.5). Un peptide issu de la 
glycoproteine d'enveloppe gp 120 decrit par Rusche et 
al (PNAS 1988, 8j>, p 3198) est l'un des peptides 
preferes issus de HIV. 

On peut egalement utiliser comme peptide de HIV selon 
1' invent ion, la glycoproteine d'enveloppe gp 12 0 ou 
des fragments de celle-ci dont l f activite a ete 
decrite par BERMAN et al dans NATURE, 1990, Volume 
345, page 622 a 625 (Protection of chimpanzees from 
infection by HIV-1 after vaccination with recombinant 
glycoprotein gp 12 0 but not gp 160) (Protection du 
chimpanzee contre 1 1 infection par HIV) par vaccination 
avec une proteine recombinante gp 12 0, mais non 
gp 160) . Ces compositions contiennent egalement, le 
cas echeant, les vehicules appropries aux modes 
d 1 administration choisis, notamment par voie 
parenterals On utilisera des doses immunogenes de 
peptide comprises entre 3 nq/kg et 10 Mg/^g d'hote 
recevant ces doses (Anderson, J. Inf. Dis. , 1989, 
160) . 

2. Therapeutique chez les sujets immunodeprimes (en etat 
de SIDA) , soit par injection intraveineuse du peptide 
lui-meme, soit par administration d'anticorps 
prealablement formes contre des peptides conformes a 
l 1 invention, en particulier des anticorps anti-peptide 
A prepares chez l f animal (immunotherapie passive) ou 
des anticorps monoclonaux. L 1 utilisation de fragments 
actifs purifies, par exemple des fragments FAB de ces 
anticorps sera preconisee pour eviter les accidents 
d 1 hypersensibilite . 

3. Diagnostic : 

Mesure chez les malades et les personnes 
asymptomatiques du taux d'anticorps contre le peptide 
A ou autres peptides conformes a 1 ! invention, 

originaires de mycoplasmes et susceptibles d'induire 



2668488 



27 

des anticorps inhibant ou diminuant une infection a 
HIV in vitro ou in vivo . 

Application au diagnostic et au suivi de l'effet de 
medicaments actifs sur les mycoplasmes et dans le 
SIDA. 

Les figures 2 a 9 qui suivent fournissent a la fois 
les sequences d' acides amines de proteines issues de 
M. genitalium et de differentes proteines issues soit de 
HIV-1 ou de HIV-2. 

Ces figures permettent d ! identifier les peptides de 
1 ! invention qui, par application des regies d*isologies 
et d 1 homologies definies plus haut, font partie de M. 
genitalium et qui presentent des isologies, voire meme 
des homologies, avec des regions correspondantes des 
differentes proteines de HIV-1 et HIV-2. 

Plus particulierement on note les sequences des 
acides amines de la proteine pi de M. genitalium qui se 
trouvent alignees sur 

Fig 2. la sequence en acides amines de l'enveloppe 
(alignement par homologies directes) de HIV-2 ROD 

Fig 3- la sequence de la proteine de l'enveloppe de HIV-2 
ROD 

Fig 4. la sequence de la proteine d'enveloppe de HIV-1 

BRU 

Fig 5. la proteine d'enveloppe de HIV-1 BRU 
Fig 6. la sequence de p27 nef de HIV-1 BRU 
Fig 7, la proteine p27 nef de HIV-1 BRU 
Fig 8. des sequences de p31 nef de HIV-2 (ROD) 
Fig 9. des sequences de p31 nef HIV-2 ROD. 

Comme il va de soi l 1 invention concerne egalement 
les peptides issus d'autres mycoplasmes et repondant aux 
conditions generales qui ont ete definies plus haut, par 
exemple M.pirum et M. f ermentans. La souche de 
M.fermentans N° 8 a ete deposee sous le N° 1-949 a la 
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M.fermentans N° 8 a ete d^posee sous le N " 1-949 a la 
C.N. CM. le 3 mai 1990 et a la N.C.I.M.B. sous le N' 
40284 le 17 mars 1990. 

L 1 attention est encore attiree : 

- sur la figure ibis illustrant l 1 inhibition dans le 
temps (en jours sur I'axe des abcisses) de la 
production de reverse transcriptase virale (activite 
en ordonnees) dans des lymphocytes T placas en 
presence de HIV-2 et d'anticorps anti-peptides de A, 
par comparaison aux observations faites sur une 
culture "controle" , en l 1 absence d'anticorps anti- 
peptide et 

- sur la figure 10 montrant les bandes d 1 electrophoreses 
observees aux dilutions indiquees dans des essais 
realises par analyse dite de "Western blot' 1 et 
effectuees sur des serums. On voit apparaitre la 
presence d'une bande caracteristique du site de 
fixation du peptide A dans les essais mettant en 
oeuvre M. genitalium. 
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REVINDICATIONS 

1. Peptide susceptible d ! induire in vivo la production 
d f anticorps aptes a inhiber 1' infection de HIV et 
caracterise par une sequence d' acides amines consistant 
en une sequence issue d ! une proteine de mycoplasme. 

2. Peptide selon la revendication 1, caracterise par un 
pourcentage d'isologie d'au moins 60% avec une sequence 
d ! acides amines de proteine ou glycoproteine issue d ! un 
HIV , notamment de HIV-1 ou HIV- 2 . 

3 . Peptide selon la revendication 1 ou 2 , caracterise 
en ce qu'il est constitue par un fragment d'une proteine 
de structure d 1 un my cop la sine. 

4. Peptide selon l'une des revendications 1 a 3, 
caracterise en ce qu'il contient un site actif d'adhesine 
de mycoplasme. 

5. Peptide selon l'une quelconque des revendications 1 
a 4, caracterise en ce qu'il est issu d'une proteine pi 
du site d'adhesine dudit mycoplasme. 

6. Peptide selon l'une quelconque des revendications 1 
a 5, caracterise en ce qu'il contient de 5 a 25 acides 
amines, notamment de 8 a 15 acides amines, et en ce qu'il 
presente le susdit pourcentage d'isologie avec une 
sequence d' acides amines issue, soit d'une proteine gag, 
soit d'une glycoproteine d'enveloppe, soit encore de la 
proteine nef d'un HIV. 

7. Peptide selon l'une quelconque des revendications 1 
a 6, caracterise par un pourcentage d'homologie d'au 
moins 7 0% entre sa propre sequence d' acides amines et 
celle de la proteine ou glycoproteine issue de HIV. 
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8. Peptide selon l'une quelconque des revendications 1 
a 7, caracterise en ce qu'il presente un pourcentage au 
moins de 60% d'isologie ou, selon le cas, de 70% 
d 'homologie avec une sequence d'acides amines d f une 
gp 160 env., p27 nef ou p55 gag de HIV, notamment HIV-1 
ou HIV-2. 

9. Peptide selon l'une des revendications 1 a 8, 
caracterise en ce qu'il est issu de M.genitalium, de 
M . pneumoniae ou de M.pirum. 

10. Peptide selon la revendication 8, caracterise en ce 
qu'il est derive de M. genitalium et en ce qu'il possede 
I 5 une des sequences suivaiites d ! acides amines : 

GVVSTPLVNLINGQ 
GVVSTPLVNLIN 

KMDGKLTGVVSTPLVNLINGQ 
ou une sequence soit plus longue, soit plus courte mais 
comprenant le site qui confere au peptide correspondant 
la capacite d ! induire in vivo la production d ! anticorps 
ayant la propriete d f inhiber une infection de lymphocytes 
T par HIV. 

11. Peptide selon la revendication 8, caracterise en ce 
qu'il possede le site TPL. 

12. Peptide selon la revendication 10, caracterise en ce 
qu'il possede la sequence suivante d'acides amines : 

GVVSTPLVNLINGQ. 

13. Peptide selon la revendication 8, caracterise en ce 
qu ! il est derive de M- genitalium, qu'il presente une 
homologie de sequence avec la gp 160 de HIV1 et qu'il 
possede la sequence suivante d'acides amines : 

LIVTVPIV 
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ou une sequence soit longue, soit plus courte mais 
comprenant le site qui confere au peptide correspondant 
la capacite d ! induire in vivo la production d'anticorps 
ayant la propriete d'inhiber une infection de lymphocytes 
T par HIV. 

14. Peptide selon la revendication 8, caracterise en ce 
qu T il est derive de M. genitalium, qu f il presente une 
homologie de sequence avec la proteine nef de HIV1 et 
qu'il possede la sequence suivante decides amines : 

SKSSVTGWP 
ou une sequence soit longue, soit plus courte mais 
comprenant le site qui confere au peptide correspondant 
la capacite d'induire in vivo la production d f anticorps 
ayant la propriete d T inhiber une infection de lymphocytes 
T par HIV. 

15. Peptide comprenant notamment de 5 a 2 5 acides 
amines, issu d f une proteine gp 160 d'un HIV et presentant 
au moins 60% d'isologie de sequence avec la sequence du 
peptide de l'une quelconque des revendications 8 a 11, et 
possedant, notamment, la sequence d' acides amines : 

L I V T R I V 

ou une sequence plus longue, soit plus courte mais 
comprenant le site qui confere au peptide correspondant 
la capacite d'induire in vivo la production d'anticorps 
ayant la propriete d'inhiber une infection de lymphocytes 
T par HIV. 

16. Peptide comprenant notamment de 5 a 25 acides 
amines, issu d'une proteine nef d'un HIV et presentant la 
susdite isologie, de preference homologie de sequence 
avec le peptide de la revendication 13, et contenant, 
notamment, la sequence d' acides amines : 

SKSSVVGWP 
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ou une sequence soit plus longue, soit plus courte mais 
comprenant le site qui confere au peptide correspondant 
la capacite d'induire in vivo la production d ! anticorps 
ayant la propriete d ! inhiber une infection de lymphocytes 
T par HIV. 

17. Peptide selon la revendication 8, caracterise en ce 
qu'il est derive de M. pneumoniae et en ce qu'il possede 
la sequence suivante d'acides amines : 

GIVRTPLAELLDGE 
ou une sequence soit plus longue, soit plus courte mais 
comprenant le site qui confere au peptide correspondant 
la capacite d'induire in vivo la production d'anticorps 
ayant la propriete d'inhiber une infection de lymphocytes 
T par HIV. 

18. Peptide selon la revendication 16 , caracterise en ce 
qu ! il comporte la sequence TPL. 

19. Peptide selon la revendication 16, caracterise en ce 
qu'il possede la sequence suivante d'acides amines : 

GIVRTPLAELLDGE. 

20. Peptide selon la revendication 8, caracterise en ce 
qu'il est derive de M. pneumoniae et qu'il presente une 
homologie de sequence avec la gp 160 de HIV-1 et qu'il 
contient l'une des sequences suivantes d'acides amines : 

S G Q N T S T 

TTTPVFGTSSGN 

KMNDDVDGIVRTPLAELLDGE 

21. Peptide comprenant notamment de 5 a 25 acides 
amines, issu de M. genitalium et caracterise en ce qu f il 
contient l'une des sequences suivantes d'acides amines : 

NATNTNSS 
CTTAVPWNASWS 
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22. Peptide forme par le tripeptide TPL. 

23. Peptide selon la revendication 8, caracterise en ce 
qu'il est issu de la souche M. pirum, deposee le 3 mai 
1990 a la N.C.I.N.B., sous le N° 40 283. 

24. Peptide recoinbinant ou hybride contenant une 
sequence peptidique de l ! un des peptides selon l'une 
quelconque des revendications 1 a 23 et une sequence d'un 
peptide immunogene capable d'induire in vivo la 
production d' anticorps aptes a neutraliser une infection 
par HIV, notamment HIV-1 et HIV-2 . 

25. Peptide recombinant ou hybride selon la 
revendication 24 caracterisee en ce que la sequence du 
peptide immunogene capable d'induire in vivo des 
anticorps aptes a neutraliser une infection par HIV est 
la sequence codant pour la region V 3 de la gp!20 de 
HIV-1. 

26. Peptide selon l'une quelconque des revendications 1 
a 25, caracterise en ce qu'il est lui-merae greffe sur une 
proteine ou polypeptide porteur, apte a renforcer 
1 f immunogenicite dudit peptide. 

27. Proteine purifiee de l'adhesine de M. pirum ayant un 
poids raoleculaire de 130 Kda ou des poids moleculaires 
infer ieurs a 65 Kda, ces proteines etant reconnues par 
des anticorps formes contre le peptide de la 
revendication 10 : 

GVVSTPLVNLINGQ. 

28. Proteine selon la revendication 27 caracterisee en 
ce qu ! elle est issue de la souche de M. pirum, deposee le 
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3 mai 1990 aupres de la C.N. CM., sous le N° 1-950 et le 
17 mars 1990 a la N.C.I.N.B., sous le N* 40.283. 

29. Anticorps monoclonal ou polyclonal contre l'un des 
peptides selon l'une quelconque des revendications 1 a 
26. 

30. Anticorps selon la revendication 29 contre ceux des 
peptides qui contiennent le site actif de fixation de 
l'adhesine de M. genitalium et qui inhibent eux-memes 
1 ! infection de lymphocytes T en culture par HIV. 

31. Anticorps selon la revendication 29 contre ceux des 

ipnnpnt-. 1r site actif de fixation de 

£ £ " — 

l'adhesine de M. pirum et qui inhibent eux-memes 
I 1 infection de lymphocytes T en culture par HIV. 

32. Anticorps contre la proteine ou le fragment de 
proteine selon la revendication 27 ou 28. 

33. Application des peptides selon les revendications 1 
a 2 6 pour la production d 1 anticorps aptes a inhiber 
1 ! infection des cellules permissives a HIV, notamment 
HIV-1 et HIV-2. 

34. Composition immunogene contre 1" infection par HIV 
chez les sujets seronegatifs ou pour la protection contre 
1' infection des sujets seropositif s, contenant l'un des 
peptides selon l'une quelconque des revendication 1 a 26. 

35. Composition immunogene selon la revendication 34, 
caracterisee en ce qu'elle contient en outre un peptide 
vaccinant contre HIV. 

36. composition selon la revendication 34 ou 35, 
caracterisee en ce que le peptide immunogene, capable 
d T induire in vivo la production d 1 anticorps aptes a 
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neutraliser une infection par HIV, est un peptide codant 
pour la region V 3 de la gp 120 de HIV-1. 

37. Vaccin contre une infection a HIV contenant l'un au 
moins des peptides selon les revendications 1 a 26 et un 
peptide issu d'au moins HIV-1 ou HIV-2- 

38. Composition immunogene apte a induire in vivo la 
production d 1 anticorps actifs contre des mycoplasmes, 
caracterisee en ce qu f elle contient la proteine ou 
fragment de proteine selon la revendication 27 ou la 

revendication 28. 

39. Application des peptides selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 26 a la detection, chez des personnes 
asymptomatiques ou de malades, d 1 anticorps contre des 
peptides originaires de mycoplasmes et susceptibles 
d ! induire des anticorps inhibant ou diminuant une 
infection par HIV in vitro ou in vivo , 

40. Application de la proteine ou du fragment de 
proteine selon la revendication 27 ou la revendication 
28, a la detection, chez des personnes asymptomatiques ou 
de malades, d'anticorps contre des peptides originaires 
de mycoplasmes et susceptibles d 1 induire des anticorps 
inhibant ou diminuant une infection par HIV in vitro ou 
in vivo . 

41. Application de la proteine ou du fragment de 
proteine selon la revendication 27 ou la revendication 
28, a la production d'anticorps actifs contre une 
infection par des mycoplasmes, notamment M. pirum. 

42. Application des peptides selon l'une quelconque des 
revendications 1 a 26, a la detection d'anticorps chez 
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des personnes susceptibles d'etre infectives par HIV, par 
des Hiycoplasmes , ou par les deux a la fois. 

43. Application selon la revendication 41, pour le suivi 
de l'effet de medicaments actifs a la fois sur les 
infections a mycoplasmes et & HIV. 

44. Application selon la revendication 42 ou la 
revendication 43, caracterisee en ce qu'elle met en 
oeuvre un peptide contenant la sequence hybride "V3- 
peptide A" pour la detection d»anticorps specif iques de 
M . genital ium . 

45. Application du peptide 
APKKLKQATPTKPTPKTPPKPPVKQ 

(peptide C) a la detection d'anticorps specif iques de 
M . genitalium dans un echantillon biologique. 
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